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(3) Hapten-Biotin-Konjugate und ihre Verwendung 

(57) Hapten-Biotin-Konjugate, bei denen das Hapten mit dem 
Biotin iiber einen Spacer verbunden ist, der in der Kette 26 
bis 40 Atome aufweist und mindestens 5 Heteroatome 
enthalt, sind neu und eignen sich insbesondere fur die 
Verwendung in einem kompetitiven homogenen Immunoas- 
say, bei dem die bet der Reaktion auftretende Agglutination 
durch turbidimetrische Oder nephelometrische Messungen 
ausgewertet wird. 
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Die Erfindung betrifft Hapten-Biotin-Konjugate und 
ihre Verwendung. 

In Korperflussigkeiten und Geweben kommen viele 
Substanzen vor, die mit einem spezifischen Bindungs- 
partner bindefahig sind, selbst aber keine immunolo- 
gische Reaktion auslosen kbnnen und daher als Haptene 
zu bezeichnen sind, die als Parameter fur bestimmte 
Erkrankungen oder den Gesundheitszustand des 
menschlichen Korpers dienen. Hierzu zahlen unter an- 
derem Hormone, Tumormarker und virale Proteine. 
Den Haptenen zuzurechnen sind weiterhin die meisten 
Arzneistoffe, deren Bestimmung fur die Oberwachung 
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Da alle diese Haptene nur in sehr geringen Mengen 
vorkommen, verwendet man zu ihrem Nachweis Ver- 
fahren nach dem Prinzip des Immunoassays. Dazu gibt 
es viele Varianten. Die verschiedenen immunologischen 
Bestimmungsverfahren lassen sich in homogene und he- 
terogenic Verfahren einteilen. Bei den heterogenen Ver- 
fahren ist immer eine Festphasenreaktion beteiligt, urn 
den gebundenen Anteil der markierten Komponenten 
von dem ungebundenen abzutrennen. Bei dieser Ver- 
fahrensart laBt 1 



den Paares P und einer Substanz S ist, die der zu bestim- 
menden Substanz entspricht oder ein Derivat davon ist 
oder mindestens ein Epitop der zu bestimmenden Sub- 
stanz aufweist, R 2 ein Rezeptor ist, der mindestens zwei 
Bindungssteiien fur den spezifisch bindenden Partner 
aufweist und R 3 ein Rezeptor ist, der mindestens zwei 
Bmdungsstellen aufweist, von denen mindestens eine 
spezifisch mit einem Epitop der zu bestimmenden Sub- 
stanz bzw. von S bindet. Bei Inkubation der Probelo- 
sung mit diesen drei Rezeptoren konkurriert die nach- 
zuweisende Substanz mit dem Rezeptor R, urn Bindung 
an Rezeptor R 3 und Rezeptor R 2 bindet mit Rezeptor 
Ri . Nur wenn es zur Bindung der Rezeptoren R lf R 2 und 
Ra kommmt, tntt eine Agglutination auf, die photome- 



nachteihg ist jedoch, daB die heterogene Reaktion lange 
dauert. 

Bei der homogenen Verfahrensvariante erfolgt keine 
Trennung von gebundener Markierung und ungebunde- 
ner Markierung, so daB eine Differenzierung von ge- 
bundener und ungebundener Markierung durch andere 
Methoden erfoigen muB. Hierzu gibt es verschiedene 
Moglichkeiten. So konnen beispielsweise konjugierte 
Enzyme als Markierung verwendet werden, die nur 



weisenden Substanz an Rezeptor R 3 verhindert die Ag- 
glutination, so daB die Agglutination ein indirektes MaO 
fur den Gehalt an nachzuweisender Substanz ist. Dieses 
Verfahren ist geeignet zum Nachweis von immunolo- 
20 gisch i aktiven Substanzen wie Antigenen, Antikorpern 
und Haptenen. Fur den Nachweis von Haptenen wird 
als Rezeptor R, em Konjugat eines Partners eines spezi- 
fisch bindenden Paares und eines Haptens verwendet In 
emer besonders vorteilhaften Ausfuhrungsform wird als 



Rezeptor R 2 mit Streptavidin beschichteter Latex und 
als Rezeptor R 3 ein mit der nachzuweisenden Substanz 
bindefahiger Antikorper verwendet. An den mit Strep- 
tavidin beschichteten Latex bindet das Biotin-Hapten- 
30 Konjugat uber den Biotin-Anteii. Der Antikorper kann 
mit dem Hapten-Biotin-Konjugat uber den Hapten-An- 
teil binden. Wenn nun an dem Antikorper zwei Komple- 
xe aus Streptavidin-beschichtetem Latex und Biotin- 
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eine optimale Differenzierung und optimale Empfind- 
lichkeit, da einerseits die Konzentration des partikelfor- 
migen Reagenzes limitiert sein soil, damit die Konkur- 
renzreaktion mit der Probe sinnvoll moglich ist, und 
andererseits das partikelformige Reagenz hochkonzen- 
triert und hochmarkiert sein soil, um eine geniigende 
Signalanderung pro Zeiteinheit zu erzielen. Die Abstim- 
mung dieser Anforderungen fuhrt zu eingeschrankter 
Empfindlichkeit und Storanfalligkeit, die oft nur durch 
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konnen 

Zur Losung dieser Probleme wurde in DE-A 
38 22 750 ein homogenes Bestimmungsverfahren vorge- 
schlagen, bei dem die Probelosung mit 3 Rezeptoren R,, 
R 2 und R 3 inkubiert wird, von denen Ri und R 2 miteinan- 
der bindefahig sind und R 3 mit der zu bestimmenden 
Substanz spezifisch bindefahig ist, wobei Rezeptor R, 
ein Konjugat aus einem Partner eines spezifisch binden- 
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lange mehr als 22,2 A betragt, was in etwa einer Ketten- 
lange von 18 Atomen entspricht, daB aber eine Ketten- 
lange von mehr als 20 Atomen wiederum die Empfind- 
lichkeit vermindert. Daruber hinaus wird angegeben 
55 daB die Anwesenheit von mehr als 5 Heteroatomen 
nachteihg ist. Mit diesen Konjugaten wurden jedoch 
auch noch keine endgultig befriedigenden Ergebnisse 
erzielt. 

Es war nun Aufgabe der Erfindung, Hapten-Biotin- 
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Immunoassay- Verfahren geeignet sind. die eine verbes- 
serte Empfindlichkeit aufweisen und bei denen die Ge- 
schwindigkeit der Reaktion erhoht ist. 

Diese Aufgabe wird gelost durch Hapten-Biotin- 
Konjugate, welche dadurch gekennzeichnet sind, daB 
das Hapten mit dem Biotin liber einen Spacer verbun- 
den ist, der in der ICette 26 bis 40 Atome aufweist und 
mindestens 5 Heteroatome enthalt. 
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Oberraschenderweise wurde festgestellt, daB durch 
Einsatz der erfindungsgemaB definierten Hapten-Bio- 
tin- Conjugate eine deutliche Signalverbesserung ge- 
geniiber bekannten Konjugaten erreicht werden kann, 
durch eine verbesserte Solvatisierung des. Spacers das 5 
Auftreten von unspezifischen Bindungen vermindert 
werden kann, die Geschwindigkeit der Reaktion erhoht 
und die Testperformance verbessert werden kann. 

ErfindungsgemaB werden Hapten-Biotin-Konjugate 
zur Verfugung gestellt, bei denen das Hapten und das 10 
Biotin-Molekul uber einen Spacer verbunden sind, der 
eine Kettenlange von 26 bis 40 Atomen aufweist und 
mindestens 5 Heteroatome enthalt. 

Die Heteroatome des Spacers konnen die in organi- 
schen Molekulen vorkommenden Heteroatome wie 15 
Stickstoff, Sauerstoff, Schwefel, Phosphor etc. sein. Be- 
vorzugt enthalt der Spacer als Heteroatome Stickstoff- 
und Sauerstoffatome. Die Anzahl der Heteroatome 
muB mindestens 5 betragen. Vorteilhaft ist ein hoherer 
Antei! an Heteroatomen, wobei der Anteil der Hetero- 20 
atome so groB sein kann, daB jedes dritte Atom im 
Spacer ein Heteroatom ist. So kann beispielsweise als 
Spacer ein Polyethylenoxid der angegebenen Ketten- 
lange verwendet werden. 

Die Spacerlange liegt im Bereich von 26 bis 40 Ato- 25 
men, wobei nur die in der Kette vorhandenen Atome 
gezahlt werden. Besonders vorteilhafte Ergebnisse wer- 
den mit Spacern erhalten, die mehr als 30 Atome auf- 
weisen. 

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Konjugate 30 
kann entweder erfolgen, indem das Hapten und das Bio- 
tin mit einem bifunktionellen Spacermolekul umgesetzt 
werden, wobei die am Hapten und im Biotinmolekul 
vorhandenen funktionellen Gruppen mit den funktio- 
nellen Gruppen des Spacermolektils reagieren. Eine an- 35 
dere Moglichkeit besteht darin, das Hapten und/oder 
das Biotinmolekul zu derivatisieren und anschlieBend 
die Derivate gegebenenfalls noch mit einem Spacermo- 
lekul umzusetzen. Die Derivate und Spacermolekule 
werden dann wiederum so ausgesucht, daB ein Spacer 
der gewiinschten Lange und mit der gewunschten An- 
zahl an Heteroatomen entsteht. 

Die Derivatisierung von Hapten und Biotin erfolgt in 
an sich bekannter Weise. Als Spacer sind homo- oder 
hetero-bifunktionelle Linker geeignet, wie Dicarbon- 
sauren, Diamine, Aminosauren, Mercaptocarbonsauren 
und Halogencarbonsauren. Bevorzugt werden Spacer 
verwendet, die aus Sukzinat, Glutarat, Suberat, Ethylen- 
diamin, Propylendiamin, l,8-Diamino-3,6-dioxaoctan ( 
1 ,1 2-Diamino-4,9-dioxadodecan, Aminobuttersaure, 
Aminocapronsaure, Thioglykolsaure, Thiopropionsau- 
re, Bromessigsaure und/oder Jodessigsaure aufgebaut 
sind. Diese Synthesebausteine mussen so zusammenge- 
setzt werden, daB ein Spacer der gewunschten Lange 
mit der gewunschten Anzahl an Heteroatomen entsteht. 

Mit den erfindungsgemaBen Hapten-Biotin-Konjuga- 
ten wird eine verbesserte Solvatisierung erzielt, die zu 
einer verktirzten Reaktionsdauer und damit zu einer 
Erhdhung der Kapazitat fiihrt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Ver- 
wendung der Hapten-Biotin-Konjugate in einem kom- 
petitiven homogenen Immunoassay, bei dem die bei der 
Reaktion auftretende Agglutination durch turbidimetri- 
sche oder nephelometrische Messungen ausgewertet 
wird. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispie* 
le erlautert. Die Detektion der Substanzen auf den DC- 
Platten erfolgt durch Fluoreszenzloschung bei 254 nm 
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(Kieselgel 60 F254, Fa. Merck, Nr. 5748 bzw. Kieselgel 
RP-18, Fa. Merck, Nr. 15 685) oder bei Biotin-haltigen 
Verbindungen durch Bespruhen mit H 2 S0 4 /4-Dimethy- 
laminozimtaldehyd. Mischung A/B 1/1 (v/v): 

A) 2% H 2 S0 4 in Ethanol 

B) 0,2% 4-Dimethylamino-zimtaldehyd in Ethanol, wo- 
bei anschlieBend 10 min bei 100°C getrocknet wurde. 

Beispiel 1 

Herstellvorschrift fur 
5-(l-Methylxanthin-3-yl)pentansaure-N-hydroxysucci- 
nimidester(Theophyllin-3-cb-NHS) 

1 .a) 1 -Methyl-7-(pivaloyloxymethyl)xanthin 

83 g 1-Methylxanthin (0,5 mol, Fa. Aldrich, Nr. 
28,098-4) werden in 3,5 1 absolutem DMF gelost und mit 
55 g wasserfreiem Natriumcarbonat versetzt. Anschlie- 
Bend laBt man unter Ruhren bei 20° C innerhalb 30 min 
80 ml Pivalinsaurechlormethylester (Fa. Aldrich, Nr. 
14,1 18-6) in 300 ml absolutem DMF zutropfen. Nach 48 
Stunden Reaktionszeit wird uber eine Filternutsche ab- 
gesaugt und das Filtrat im Hochvakuum eingedampft. 
Den oligen Ruckstand digeriert man mit 500 ml Diiso- 
propylether bis sich das Produkt verfestigt und saugt 
anschlieBend ab. Man nimmt den Feststoff in 500 ml 
Chloroform auf, fiitriert von ungelosten Bestandteilen 
ab und dampft die Losung ein. Der Ruckstand wird mit 
ca. 250 ml Petrolether digeriert, das feste Produkt abge- 
saugt und im Exsikkator getrocknet. 

Ausbeute: 24,8 g (18% d. Th.). 
DC: Kieselgel, Essigester; Rf « 0,58. 

l.b) 3-Ethyloxycarbonylbutyl-l-methyl-7-(pivaloylox- 
ymethyl)xanthin 

40 22,4 g (80 mmol) der unter 1 a) erhaltenen Verbindung 
werden in 300 ml absolutem DMF gelost und mit 17 g 
(160 mmol) wasserfreiem Natriumcarbonat und 33,6 g 
(=28 ml, 160 mmol) 5-Brompentansaureethylester ver- 
setzt. Man laBt 3 Tage bei 20° C ruhren, dann verdunnt 
45 man mit 3 I Essigester, fiitriert die Losung und wascht 
sie dreimal mit je 1 1 Wasser. Die Losung trocknet man 
mit 100 g wasserfreiem Natriumsulfat und zieht das L6- 
sungsmittel am Rotationsverdampfer ab. Das verblei- 
bende olige Produkt kann in dieser Form zur nachsten 
50 Stufe eingesetzt werden. 

Ausbeute: 44 g zahes Ol (enthalt groBere Mengen an 
Losungsmittel). 

DC: Kieselgel, Essigester; Rf = 0,75. 

55 

l.c) 3-Carboxybutyl-l-rriethylxanthin 
(Theophyltin-3-cb) 

Die gesamten 44 g des unter lb) erhaltenen oligen 
60 Produkts werden in 2,8 I 2 n NaOH 2 h unter RuckfluB 
geruhrt. Danach laBt man abkuhlen und stellt den pH- 
Wert der Losung mit konz. HC1 auf 5. Das dabei ausfal- 
lende Produkt wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen 
und im Exsikkator liber Calciumchlorid getrocknet. 

65 

Ausbeute: 10,6 g (50% d. Th.j. 

DC: Kieselgel, Essigester/Methanol 9/1 (v/v); Rf ^ 0,37. 
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l.d) 5-(l -Methylxanthin-3-yl)pentansaure-N-hydrox- 
ysuccinimidester(Theophyliin-3-cb-NHS) 

5,3 g (20 mmoi) der unter lc) erhaltenen Theophyllin- 
Carbonsaure werden in 150 mi absolutem DMF gelost 
und mil 2,76 g (24 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 
4,95 g(24 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Man 
laBt 24 Stunden bei 20°C riihren, danach saugt man den 
ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab, dampft das Fil- 
trat im Vakuum ein und lost erneut in 100ml DMF. 
Nach Filtration wird die Losung wiederum eingedampft 
und der Riickstand mit 100 ml Isopropanol digeriert. 
Man saugt das feste Produkt ab und trocknet im Exsik- 
kator. 

Ausbeute: 6,0 g farbloses, feinkristallines Pulver (83% 
d. Th.)- 

DC: Kieselgel RP-18 Nitromethan/Ethanol 9/1 (v/v); R f 
= 0,82. 

Beispiel 2 

Herstellung von TheophyIlin-3-cb-NH-NH-Biotin 

72,7 mg (0,2 mmol) Theophyllin-3-cb-NHS aus Bei- 
spiel 1 werden in 20 ml absolutem DMF gelost und mit 
77,5 mg (0,3 mmol) Biotin-Hydrazid (Fa. Sigma Chemie, 
Nr. B7639) und 100 ng 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin 
(Fa. Merck, Nr. 820 499) versetzt. Man laBt 4 Tage bei 
20° C ruhren, dann wird das Losungsmittel im Hoch va- 
kuum entfernt und der halbfeste Riickstand mit ca. 5 ml 
Methanol digeriert. Das feste Produkt wird abgesaugt 
und an der Hochvakuumpumpe getrocknet. 



pronsaure-N-hydroxy-succinimidester (Fa. Boehringer 
Mannheim, Nr. 1003 933) im gleichen Losungsmittelge- 
misch zutropfen. Man laBt 5 Stunden weiterriihren, 
dann wird die Losung eingedampft und der olige Ruck- 
stand in wenig Methanol gelost. Unter kraftigem Ruh- 
ren laBt man in 200 ml Essigester einflieBen, wobei sich 
ein weiBlich-gelber Niederschlag bildet. Man saugt ab, 
lost den Niederschlag in moglichst wenig Methanol/ 
Ammoniak 9/1 (v/v) und reinigt iiber eine Kieselgel- 
Saule (5 x 30 cm), Eluent Methanol/Ammoniak 9/1 (v/v). 
Die entsprechenden Fraktionen werden vereinigt, ein- 
gedampft und das feste Produkt an der Hochvakuum- 
pumpe getrocknet. 

»5 Ausbeute: 730 mg farbloses Pulver (60% d. Th.). 

DC: Kieselgel, Methanol/Ammoniak 9/1 (v/v)- R f = 
0,46. ' 
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4.b) Theophyllin-3-cb-DADOO-X-Biotin 

182 mg (0,5 mmol) Theophyilin-3-cb-NHS aus Bei- 
spiel 1 werden in 20 ml absolutem DMF gelost und mit 
245 mg (0,5 mmol) Biotin-X-DADOO und 69 pj 
(0,5 mmol) Triethylamin versetzt. Man laBt 16 Stunden 
bei 20°C ruhren, dann dampft man das Losungsmittel im 
Vakuum ab und reinigt das Produkt durch Chromato- 
graphic an einer Kieselgel-Saule (2,8 x 33 cm), Eluent: 
Chloroform/Methanol 2/1 (v/v). Die entsprechenden 
Fraktionen werden vereinigt, das Losungsmittel wird im 
Vakuum entfernt und der Riickstand mit 20 ml Diiso- 
propylether digeriert. Das feste Produkt wird im Exsik- 
kator uber CaCl 2 getrocknet. 



Ausbeute: 66 mg farbloses Pulver (65% d. Th.). 

DC: Kieselgel, Chloroform/Methanol 2/1 (v/v); Rf = 0,6. 

Beispiel 3 

Herstellung von 
Theophyllin-3-cb-l,8-Diamino-3,6-dioxaoctan-Biotin 

182 mg (0,5 mmol) Theophyllin-3-cb-NHS aus Bei- 
spiel 1 werden in 15 ml absolutem DMF gelost und zu- 
sammen mit 206 mg (0,55 mmol) Biotin-l,8-diamino- 
3,6-dioxaoctan (Biotin-DADOO) (Fa. Boehringer Mann- 
heim, Nr. 1 1 12 074) 16 h bei 20° C geriihrt Dann entfernt 
man das Losungsmittel im Hochvakuum und kristalli- 
siert den Riickstand aus wenig Methanol/Chloroform 
1/1 (v/v) urn. Das Produkt wird an der Hochvakuum- 
pumpe getrocknet. 

Ausbeute: 128 mg farbloses feinkristallines Pulver (41% 
d. Th.). 

DC: Kieselgel, Chloroform/Methanol 2/1 (v/v); Rf = 
0,57. 

Beispiel 4 
Theophyllin-3-cb-DADOO-X-Biotin 
4.a) Biotin-X-DADOO 



Ausbeute: 21 5 mg farbloses Pulver (58% d. Th.). 
35 DC: Kieselgel, Chloroform/Methanol 2/1 (v/v)- R f « 
0,60. 

Beispiel 5 



40 TheophyIlin-3-cb-DADOD-X-Biotin 

5.a) Theophyllin-3-cb-DADOD 

4,24 ml (20 mmol) l,12-Diamino-4,9-dioxadodecan 
45 (DADOD, Fa. Aldrich, Nr. 22,744-7) werden in 10 ml 
absolutem DMF gelost und im Verlauf von 30 min trop- 
fenweise mit einer Losung von 363 mg (1 mmol) Theo- 
phyllin-3-cb-NHS aus Beispiel 1 in 20 ml absolutem 
DMF versetzt. Nach wenigen Minuten bildet sich ein 
50 flockiger Niederschlag. Man laBt 3 Stunden bei 20° C 
weiterriihren, dann wird filtriert und das Filtrat im Va- 
kuum eingedampft. Man digeriert mit 50 ml Essigester, 
dekantiert das Losungsmittel und lost den Riickstand in 
wenig DMF. Die Losung laBt man unter kraftigem Ruh- 
55 ren in 50 ml Essigester einflieBen. Das hierbei ausfallen- 
de Rohprodukt wird abgesaugt und durch Chromato- 
graphic an einer Kieselgel-Saule (5x35 cm), Eluent: 
Chloroform/Methanol/Ammoniak 6/3/1 (v/v/v) gerei- 
nigt. Die entsprechenden Fraktionen werden vereinigt, 
60 das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das verblei- 
bende Produkt aus Wasser lyophilisiert. Man trocknet 
im Exsikkator uberCaCl 2 . 



7,33ml (50mmol) l,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (DA- Ausbeute: 240 mg farbloses Pulver (53% d Th ) 

DOO, Fa. Merck, Nr. 818 116) werden in 45 mi Dioxan/ 6 5 DC: Kieselgel, Chloroform/Methanol/Ammoniak 6/3/1 
0,1 m Kahumphosphat-Puffer, pH 8,5 2/1 (v/v) gelost (v/v/v); R f = 0,42. 
Unter Ruhren bei 20°C laBt man im Verlauf von 30 min 
eine Losung von 1,14 g (2,5 mmol) Biotin-e-aminoca- 
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5.b) Theophyllin-3-cb-DADOD-X-Biotin 

225 mg (0,5 mmol) Theophyllin-3-cb-DADOD wer- 
den in 40 ml absolutem DMF gelost und mit 227 mg 
(0,5 mmol) Biotin-e-aminocapronsaure-N-hydroxysuc- 5 
cinimidester versetzt. Nach Zugabe von 69 \i\ (0,5 mmol) 
Triethylamin laBt man 6 Stunden bei 20°C ruhren. Das 
Losungsmittel wird im Hochvakuum entfernt, der Ruck- 
stand in moglichst wenig Chloroform/Methanol 1/1 
(v/v) gelost und auf eine Kieselgel-Saule (5 x 35 cm) ge- io 
geben. Man eluiert mit Chloroform/Methanol 2/1 (v/v). 
Die entsprechenden Fraktionen werden vereinigt, das 
Losungsmittel im Vakuum entfernt und Theophyllin- 
3-cb-DADOD-X-Biotin aus Wasser lyophilisiert. 

15 

Ausbeute: 310 mg farbloses Pulver (78% d. Th.). 

DC: Kieselgel, Chloroform/Methanol 2/1 (v/v); Rf = 

0,54. 

Beispiel 6 20 
Theophyllin-3-cb-DADOO-succ-DADOO-Biotin 
6.a) Biotin-DADOO-succ 

25 

1,5 g (4 mmol) Biotin-DADOO werden in 30 ml Pyri- 
din gelost und mit 800 mg (8 mmol) Bernsteinsaureanh- 
ydrid versetzt. Nach Zugabe von 0,1 mg 4-(N,N-Dime- 
thylamino)pyridin laBt man 1 d bei 20° C ruhren. An- 
schlieBend wird das Losungsmittel im Hochvakuum ent- 30 
fernt. Der Ruckstand wird mit 20 ml Essigester digeriert 
und abgesaugt. Man wascht mit ca. 20 ml Essigester und 
trocknet das Produkt im Exsikkator uber CaC^. 

Ausbeute: 1,4 g farbloses, feinkristallines Pulver (74% 35 
d. Th.). 

DC: Kieselgel RP-18, Isopropanol/Wasser/Eisessig 
85/14/1 (v/v/v); R f = 0,74. 

6.b) Biotin-DADOO-succ-DADOO 40 

238 mg (0,5 mmol) Biotin-DADOO-succ lost man in 
25 ml absolutem DMF und versetzt mit 57 mg 
(0,5 mmol) N-Hydroxysuccinimid und 69 uJ (0,5 mmol) 

2- (4-Morpholinyl)ethylisocyanid (Fa. Merck, Nr. 45 
818 649). Man laBt 30 min bei 20°C ruhren, dann gibt 
man 1,5 ml (10 mmol) l,8-Diamino-3,6-dioxaoctan (DA- 
DOO, Fa. Merck, Nr. 818 116) sowie weitere 57 mg 
N-Hydroxysuccinimid und 69 u.1 2-(4-MorphoIinyl)ethy- 
lisocyanid zu. Die Losung wird 16 Stunden weiterge- 50 
ruhrt, dann wird das Losungsmittel im Hochvakuum 
entfernt und das Produkt durch Chromatographic an 
einer Kieselgel-Saule (5 x 60 cm), Eluent: Chloroform/ 
Methanol/Ammoniak 6/3/1 (v/v/v) aufgereinigt. Die 
entsprechenden Fraktionen werden vereinigt, das L6- 55 
sungsmittel entfernt und der Ruckstand mit 10 ml Essi- 
gester digeriert. Das feste Produkt saugt man ab und 
trocknet an der Hochvakuumpumpe. 

Ausbeute: 195 mg farbloses Pulver(65% d. Th.). eo 
DC: Kieselgel, Chloroform/Methanol/Ammoniak 6/3/1 
(v/v/v); R f « 0,54. 

6.c) Theophyllin-DADOO-succ-DADOO-Biotin 

65 

151 mg (0,25 mmol) Biotin-DADOO-succ-DADOO 
werden zusammen mit 91 mg (0,25 mmol) Theophyllin- 

3- cb-NHS aus Beispiel t in 10 ml absolutem DMF gelost 



601 Al 

8 

und mit 35 u.1 (0,25 mmol) Triethylamin versetzt. Man 
laBt 4 Tage bei 20°C riihren, dann wird das Losungsmit- 
tel im Hochvakuum entfernt und das Produkt durch 
Saulenchromatographie an einer Kieselgel-Saule 
(3,5 x40 cm), Eluent: Chloroform/Methanol 2/1 (v/v) 
abgetrennt. Die entsprechenden Fraktionen werden 
vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und 
das Produkt mindestens 6 Stunden an der Hochvakuum- 
pumpe getrocknet. 

Ausbeute: 105 mg farbloses, zahflussiges Ol (49% 
d. Th.). 

DC: Kieselgel, Chloroform/Methanol 2/1 (v/v); Rf = 
0,36. 

Patentanspriiche 

1. Hapten-Biotin-Konjugate, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Hapten mit dem Biotin uber ei- 
nen Spacer verbunden ist, der in der Kette 26 bis 40 
Atome aufweist und mindestens 5 Heteroatome 
enthalt. 

2. Hapten-Biotin-Konjugate nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Spacer 30 bis 36 
Atome enthalt. 

3. Hapten-Biotin-Konjugate nach Anspruch 1 oder 
2, dadurch gekennzeichnet, daB der Spacer als He- 
teroatome N- oder O-Atome enthalt. 

4. Hapten-Biotin-Konjugate nach einem der vor- 
hergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Hapten ein Hormon oder ein Arzneimittel 
ist. 

5. Hapten-Biotin-Konjugate nach einem der vor- 
hergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Spacer. 3-cb-l t 8-Diamino-3,6-dioxaoctan 
oder 3-cb-l, 12-Diamino-4,9-dioxadodecan ist 

6. Verwendung der Hapten-Biotin-Konjugate ge- 
ma'B einem der Anspriiche 1 bis 5 in einem kompe- 
titiven homogenen Immunoassay, bei dem die bei 
der Reaktion auftretende Agglutination durch tur- 
bidimetrische oder nephelometrische Messungen 
ausgewertet wird. 



— Leers eite — 
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